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Beschreibung 

Die voriiegende Erfiodung betrifft die Verwendung von autoreaktiven Substanzen zur Herstellung eines 
Mittel s fOr die Diagnose von zellular vermittelten Erkrankungen oder iner Pradisposidon fQr zeliullr vermtt- 
5 telte Erkrankungen, di das [mmunsystem beeinflussen. 

Die Aufklirung der molekularen Zusanunenhange bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen, wie 
etwa der rheumatotden Arthritis und des juvenilen Diabetes (IDDM) ist innerhalb der letzten Jahre schneU 
fortgeschritten und laBt mittlerweile konkrete Anwendungen ftir die firQhe Diagnose und eine kausale Therapie 
dieser Erkrankungen erkennen. 
to Heute gilt als gesidtert* daO bei der Entstehung dieser Erkrankungen neben einer genetischen I^spositton 
audi Umweltfaktoren eine RoUe spielen. Auf der Ebene der genetischen Risikof aktoren sind B. bei dem IDDM 
nur einige wenige Allele der MHC-Klasse U-Antigene eng mit dieser Erkrankung assoziiert Somit besteht die 
Mdglichkeit, Qber eine Analyse dieser Allele eine Ri^kogruppe fur IDDM zu definieren (vgL z. B. Thomson et aL, 
Ant I. Hum. Genet 43 (1988^ 799-816 oder Todd et aU Nature 329 (1987)» 599-604). 
(5 Bei den an der Entstehung von IDDM beteiligten Umweltfaktoren handelt es ^ch wahrscheinlich urn exogene, 
als Immunogen wirksame Peptidsequenzen. In diesem Zusanunenhang werden u. a. virale Antigene, die partielle 
Homologien zu korperejgenen Strukturen aufweisen, diskutiert Unter besonderen UmstSnden, insbesondere in 
der postnatalen Phase^ konnen durdi die Nahrung aufgenommene Antigene, wie z. B. Rinderserumalbumin, eine 
Inununantwort mduzieren, welche aufgrund von Homologien zu kdrperetgenen Strukturen einen autoaggressi- 
20 ven ProzeB in Gang setzen kdnnen. 

lypisch fur den Krankheitsverlauf bei IDDM ist die progressive Zerstdrung der Pankreas-P-Zellen durch 
cytotoxische Lymphozytea Dieser Prozed setzt schon lange vor einer erkennbaren Stdrung des Glucosestof f- 
wechsels ein. Bei einer erkennbaren Manifestation des Diabetes sind bereits Qber 80% der P-Zellen zerstdrt Es 
ware deshalb auBerordenttich wichtig; diese autoaggressiven T-Zellen firiihzeitig bei Risikopersonen zu erfassen, 
25 um die betroffenen Individuen einer kausalen Therapie zufQhren zu kdnnen. 

Es gflt heute als geskhert, daB die Zerstdrung von kdrpereigenem Gewebe bei Autoimmunerkrankungen 
anf&ngUch sehr langsam verliuf t Im Anfangsstadium dieses Prozesses erkennen die autoaggressiven T-ZeUen 
wahrsdietnlich nur ein oder wenige Autoantigenc Arbeiten von Kaufman et aL (Nature 368 (1993^ 69—72) und 
Hsdi et aL (Nature 368 (1993X 72—78) an einem Tiennodell (NQD-Maus) des Typ I-Diabetes haben ergeben, 
30 daB beim spontan auftretenden Diabetes dieses Mausstammes die initiale» Qber T-Zeilen vermittelte Auto-Im- 
munreaktion gegen die Glutaminsiure-Decarboxylase geriditet ist Dabei werden in der NOD-Maus an^glich 
nur 1 bis 2 Epitope am C-Terminus der Glutaminsiure-Decarboxyiase (GAD) erfcannt Zu diesem Zeitpunkt 
lassen sidi — wie oben ausgef&hrt — noch keine Verinderungen im GIucose-Metabolismus feststeHen, wihrend 
hingegen eine Perinsulitis bereits nachweisbar ist Erst im weiteren Krankheitsveriauf weitet sich das Spektrum 
35 der von den autoaggressiven T-Zellen erkanntea Peptide der GAD au& Nach einer Manifestation des IMabetes 
sind auch prSaktivierte T-ZeUen gegen andere InselzeH-Antigene nadiweisbar, z. Bl Peripherin, Heat Shock 
Protein HSP 65 und Carbo^^eptidase H. 

Es gibt Hinwetse, daB auch beim Menschen die loomunantwort gegen GAD ursachlkrh mit dem Entstehen des 
Typ I-Diabetes verknQpft ist So lassen sich betspielsweise In etwa 80% der Pridiabetiker AutoantikQrper gegen 
40 GAD nachwetsenp wobet die ittobgische RoOe dieser Autoantikorper aUerdings gering eingesch§tzt wird. Man 
mmmt vielmehr an. daB beim Typ I-Diabetes eine progressive 2^rst5rung der Pankreas-P-Zelien durch T-Lyin- 
phozyten voriiegt Diese gegen GAD gerichteten T-Lymphozyten konnten bereits vou mehreren Forschergrup- 
pen nachgewiesen weiden (Harrison et aU J. Clin. Invest 89 (1992X 1161; Honeyman et aL, ]. Exp. Med 177 (1993^ 
535> Die von diesen Gruppen gefundenen T-Lymphozyten reagierten mit einem aus den AminosSuren 208 bis 
45 404 bestehenden Pepddfiragment des GAD 67 kd Molekuls. 

In EP-A-0519469 werden autoinmiun reagierende Polypeptide aus dem hunmnen GAD 65 kd MolekQl 
offenfoart. Diese Polypeptide haben die Aminosequenz; 

X-P-E-V-K-CToder E^KrZ, 

50 

wobei X eme fakultative» aus 1 bis 10 Aminosiuren ausgewahlte Sequenz ist und Z eine fakdtative, aus 1 bis 8 
Aminosauren ausgewahlte Sequenz ist 

Auch in der europatschen I^tentanmeldung Nn 95 100 764.0 werden autoreaktive Peptidsequenzen aus der 
humanen GAD 65 sowie etne diese P^tide enthaltende pharmazeutische Zusammensetzung vorgeschlagen. 
55 Weiterfain wird die Verwendung dieser phannazeutischen Zusammensetzung zur Herstellung ernes Mittels fOr 
(fie Diagnose von Erkrankungen oder emer Prddi^sition fCir Erkrankungnen, die das Immunsystem beeinflus- 
sen, oder von Tiunorerkrankuogen oder einer Predisposition fOr Tumc»-ertemkungen beschrieben, 

Sne der vorliegenden Erfindtmg zugrundeliegende Aufgabe bestand darin, ein diagnostlsch^ Verfehren ftir 
zellulir vermittelte Erkrankungen des Immunsystems, insbesondere Autoinmumerkrankungeq» berettzustellea 
eo welches einerseits filr den Pati^ten mit mQglidist wemg Unannehmtichkeiten verbunden ist und andererseits 
eine sdmeOe und zuverlissigc Diagnostik ermdglk^t 

Diese Aufgabe wird geldst durdi die Verwendung von autoreaktiven Substanzen zur Herstellung eines 
Mittels for die Diagn se von zellulSr vermittelten Erkrankungen oder einer PrSdisposid nfiir zellulir vermittel- 
te Erkrankungen, wobei man das Mittel intradermal bzw. intracutan appliziert und die Diagnose auf Basis des 
65 Auftretens oder Fehiens einer positiven Reaktion am Apptikattonsort steUt 

erfindungsgemiBe diagnostische Verhdiren unterscheidet skrh von gegenwlrtig auf dem Markt beftndli- 
chenVerfahren, die filr etnenallgemehi n Test der zellvermitteltenlmmuiutatverwendetw rden,dadurch»daB 
bei diesen Tests Fremdantigene verwendet wmlen, denen der Patient bereits ausgesetzt worden ist, z. B. 
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gereinigtes t^roteinderivat (PPD), T tanustoxotd, Candida eta Diese Tests dienen zur Bestinunang des Aflge- 
mcmznstands des Immunsystems der Testperson. Qae Diagnose von zeDuIIr vermittelten Erkrankungen des 
Immunsystetns erfolgt nicht 

Bei einem anderen weit verbreiteten Test, ^e etwa dem zur Bestsnmung von allergischen Reaktionea 
verwendeten Pricktest, wcrden (tie Antigene nicht intradermal verabrcicht Eine positive Reaktion, die nidit 5 
T-Zell vermittelt ist, kann innerhalb von vier Stunden nacfagewiescn werdcn and ist durch das Auftreten einer 
oberflachlicben Schwellung^ nicht durch das Auftreten eines Knotens gekennzeichnet 

GemaB vorllegender Erfindung wird ein Verfahren bereitgestellt, mit dem das Auftreten einer zellvennittelten 
Inununreaktion gegen autoreakdve Substanzen in vivo ns^weisbar ist Diese zellvermittehe Immunreaktion 
weist auf das Vorhandensein speztfischer Erkrankungen des bnmunsystems, insbesondere Autoimmunerkran- lo 
kungen, oder einer Ft adisposition fOr solche Erkrankungen bin. Wciterfain kann die zelivemiittelte Immunreak- 
tion auch auf das Vorhandensein vonTumorerkrankungen oder eine EYSdisposition dafOr hinweisen. 

Die fOr das erfindungsgem^Be Verfahren geeigneten autoreaktiven Substanzen oder Autoantigene sind 
natfiriiche» synthetische oder rekonibinante Substanzen wie etwa Nukleinsiurei^ Liptder Saccharide, Polypepti- 
de, Proteine; Peptide sowte Komplexe davon, z. B. Komplexe von Feptiden nut Pol/peptiden» z. B. MHC-Mole* is 
kiilen oder peptidbindenden Derivaten. Weiterbin ats autoreaktive Substanzen geeignet sind spezifische immun* 
ogene Epitope;, Fragments Analoga, Mimetika oder Derivate; die z. B. durch cfaemtsche ModiHkation erzeugt 
sind, sowie Mischungen der obengenannten Substanzen. Die autoreaktiven Substanzen kdnnen als solche oder 
in einer trigei^ebundener Form, z. B, in Form von Upopeptiden verabreicht werden. Die autoreaktiven Sub- 
stanzen kdnnen alleine oder zusammen mit weiteren Substanzen, z. & akzessorischen stimulierenden Kompo- 20 
nenten od^ Adjuvantien verabreicht werden. Die Autoantigene kdnnen aus nat(irik:hen Quellen stanunen, 
durch rekombinante DNA-Technologie oder durch synthetische Verfahren, z. B. durch Peptid-Festphasensyn- 
these, hergestellt werden. 

Das crfindungsgcmaBc Verfahren umfaBt die Intradermale VerabrekAung der betreffenden Autoantigene 
und die Bestimmung des Auftretens oder Fehiens einer lokaien positiven zellulgren Reakdon am AppUkations- 2s 
ort Diese positive Reaktion wird zu einem Zectpunkt bestimmt, der ffir eine T-ZeU vemuttelte Immunantwort 
charakteristisdi ist« vorzugsweise zu einem Zeitpunkt von mindestens 24 h nach der AppGkation, besonders 
bevorzugt in dnem Zeitraum von 24 h bis 1 Wbche nach der Applikation und am meisten bevorzugt in einem 
Zeitraum von 40 bis 80 h nach der Applikadoa 

Die posidve Reakdon umfafit vorzugsweise das Auftreten eines Knotens am AppUkationsort und kann 30 
quaKtativ durdi visueUe Beobaditung oder/und durdi Abtasten, aber auch quandtativ, z. B» durch Ultra^rhall 
oder fotograHsche Methoden, bestimmt werdea 

Andererseits kdnnen auch Frodukte einer posttiven Reakdon, z. K -Cytokine; me etwa y-Interferon, bestimmt 
werden, die durch infiltiierende Zellen« z. B. Leukozyten, am Applikationsort freigesetzt werden. 

Das erfindungsgem&8e Verfahren eignet sich insbesondere f&r die Diagnose von Autoimmunerkrankungen 35 
oder einer Pridisposition fiir Autoimmunerkrankungea 

Beispiele fOr Autoimmunerkrankungen, deren Diagnose durch das erfindungsgemiBe Verfahren mdglidi ist 
shid Diabetes mellitus, insbesondere Diabetes Typ I (IDDMX MuhJple Sklerose; Hieumatoide Arthritis, Base- 
dow-Krankhmt; ankybaerende Spondyfids, akute antmore Uveitis, Goodpasuire-Syndrom, Myasthenia gravis, 
systmischer Lupus erythematodes, Pemphigus vulgaris, Immun-Tbyreoidlds, Sklerodennie^ Morbus Cnofan, 40 
Sjdgren-Syndrom, Morbus Reiter, Inflammatory Bowei Disease oder Graves Diserase. Besonders bevorzugt 
wird das erHndungsgemlBe Verfahren zur Diagnose von T-ZeQ-vermittelten Erkrankungen eingesetzt. wie etwa 
IDDM, rheumatoide Arthritis oder Multiple Sklerose; am meisten bevorzugt wird das ertindungsgemlBe Ver- 
fahren fOr die DiagiK>se von IDDM eingesetzt 

AJs autoreakdve Substanzen zur I^agnose von IDDM verwendet man beispielsweise GIutaminsaure-Decar- 45 
boxylase (GAD) 65 kd oder 67 kd, Tyiosinphosphatase (38 kd AndgenX Carfooxypepddase H, Insulin, Heat Shock 
Protein, 38 kd Insuim-secretoiy-granule-protein oder Teile davoa Besonders bevorzugt verwendet man als 
autoreaktive Substanz humane GAD 65 kd oder Peptid-Teltsequenzen davoa 

Analoge diagnosdsdie Anwendungen sind jedoch auch bei anderen Autoinununerkrankungen mdgEdL Bei- 
spiele deraitiger Autoinununerkrankungen sind Multiple Sklerose* wo reaktive T-Zellen z, & gegen das Myelin so 
Bask: Protein oder das Proteolipid-Frotein bestimmt werden kdnnen, rtieumatokie Ardiritis; wo reakdve T-Zd- 
len z. B. gegen Kollagen Typ It Cytokeratine; dnaj Protein aus E. cofi und Hsp 65 bestimmt werden kdnnen, und 
Basedow-KranldieEl; wo reaktive T-Zeilen z. B. gegen Thyroidperoxidase bestimmt werden kdnnea Bei Myas- 
thenia gravis kdnnen reaktive T-2^flen gegen den Acetjlcholm-Rezeptor oder andere relevante autoreaktive 
Substanzen bestimmt werden. Bei Lupus eiythematodes existier^ reaktive T-Zellen gegen HSP 90 uiul bet 55 
Graves Disease gegen d^ TSH-Rezepton 

Allgemem ist die diagnostisdie Anwendung bei alien Erkrankungen mOgfich, die das Immunsystem beeinflus- 
sen, wie z. Bl auch bei der Arterioskterose* Hier wurde rine Assoziatbn der Krankhdt mit einer Immunantwort 
gegen das Heat Shock Plnotein Hsp 65 nachgewiesen (Xu et aL, Lancet 341, 8840(1993), 255«-259)l 

Nodi eine weitere Anwendung ist der diagnostische Nachwets von T^Zelleiv die gegen Tumorantigene 60 
reagicren- Beispiele hierfur sind T-Zellen gegen dn Melanom-assoziiertes Antigen MAGE 1, die aus Melanom- 
patienten isoliert wurden (van der Bniggen et aL, Sdcnce 254 (199 1)» 1643 - 1647). Der Nachweis dieser T-Zellen 
kann schon in einem Stadium erfolgen, in dem der Tumor aufgnmd einer noch zu geringen Zeihnasse mit 
heHcdmmlichen Methoden noch nicht nadiweisbar ist Femer kdnnte der Nadiweis von speziflsch reagierenden 
T-Zellen auch zur Verlaufskontrolle bei einer Anti-Tumorvakzini rung eingesetzt werden. as 

Weiterhin kdnnen auch Peptide, Peptid-Derivate oder analog bindend MolekQJe als autoreaktive Stdistanzen 
eingesetzt werden, Fiir die Diagnose von IDDM verwendet man vorzugsweise ein oder mehrere Peptide aus 
GAD, insbesondere aus humaner GAD 65 kd od r davon abgeleitete Peptid-Derivate oder Peptkhnimetika. 
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Besonders bevorzugt v rwendet man f Or die Diagnose von IDDM Peptide oder Peptid-Derivate, umf assend: 

(a) die Aminosiuresequenz (I) 
D-V-N-Y-A-F-L-H.A-T-D-L-l^P-A-C-EM3-E-R, 

(b) die Aminosauresequenz (II) 
S-N-M-Y-A-M-M-I-A-R-F-KM-F-P-E-V-K-E-K. 

(c) die Aminosauresequenz (HQ 
N-W-E-L-A-D-Q-P-Q-N-LrE-EI-L-M-H-C-Q-T, 

(d) die Aminosiuresequenz (IV) 
T-I^K-Y-A-I.K-T-G^H-P-R-Y-F-N-QL.S.T-G. 

(e) die Aminosauresequenz (V) 
P-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G-L-D-M-V-G-L-A-A-D-W, 

(f) die Aminosauresequenz (VI) 
T-Y-E4-A-P-V-F-V-L-L-E-Y-V-T-L-K-IC-M-R. 

(g) die Aminosauresequenz (VII) 

G-M-A-A-I^P-R-L-I-A-F-T-S-E-H-S-H-F-S-L-K-K-G-A.A, 

(h) die Aminosiuresequenz (VDO 
E-R-G-K-M-I-P^-D-L-E-R-R-I-L-E-A-K-Q-K, 
(OeinederinAbb. 1 oder2dargesteiIten Amlnosiuresequenzen, 

(j) Teilbereiche der in (a) bis (i) dargestellten Aminosiuresequenzen mit einer Lange von mindestens 6 
AmtnosSuren oder/und 

(k) Amino^uresequenzen, die eine im wesentiichen Iquivalente Spezifitit oder/und Afftnttat der Bindung 
an MHC-MolekQie wie die in (a) bis (j) dargestellten Aminosiuresequenzen zeigen. 

Die Aminosiuresequenzen 0) bis (VI) entsprechen den Aminosiureresten 86-105 (I), 246—265 (UX 146— 165 
(IIIX 166" 185 (IVX 176 - 195 (V) und 206-225 (VI) der humanen GAD 65 kd. 

Die Aminosiuresequenz (VIQ entspricht den Aminosiureresten 266-290 der humanen GAD 65 kd und die 
Aminosiuresequenz (VII) der Aminosiuresequenz 306—325 der humanen GAD 65 kd Die in den Abb. 1 und 2 
dareestellten Ajmmosauresequenzen sdnd ebenf alls Teilsequenzen der humanen GAD 65 iCd. 

Oberraschenderweise wurde festgestellt; daS P^tide^ welche die obengenannten Berek^he der humanen 
GAD 65 enthalten, eine spezifisdie Reaktbn mit T-Zellsubpopulationen zeigten, die aus frisch entdeckten Typ 
I-Diabettkem isoliert wurden. Somit handelt es sich bei den erfmdungsgemiBen Peptiden um frOhe Autoepitope^ 
rait deren Verwendung eine sehr f ruhe Diagnose des Typ I-Diabetes ermdglicht wird 

Die Aminosiuresequenzen (I) bis (VIII) sind Teilberekhe aus der 65 kD Isoform der humanen Glutaminsiure- 
Decarboxylase (GAD)» deren voDstindige Aminosiuresequenz von Bu et al. (Proc. NatL Acad ScL USA 89 
(1992)^ 21 15ff.) beschrieben wurde. I^e Amtnosiuresequenzai (I) bis (Vni) wurden durch Anlegen von T-Zelli- 
nien aus dem peripheren Bhit von Typ I-Diabetikem und anschlieBende in vitro Stimulation mit GAD aus 
Schweinehim bzw. rekombinanter humaner GAD undTesten dleserT-ZeDinien in einem Proliferationsassay mit 
synthetischen Peptidsequenzen gefunden, die aus der humanen GAD-Sequenz abgeleitet wurden. 

IMe Peptide kdnnen dtmch bekannte Syntheseverlahren mittels dienuscher M ethoden erzeugt werden oder 
durch Klonierung und Expression einer fur diese Peptide codierenden DNA-Sequenz in einer geeigneten 
WirtszellCf insbes»Midere E. coH, auf gentechnlsche Weise hergestellt werden, 

Weiterldn bevorzugt sind auch Peptide mit Teilberetchen der spezifisdi angegebenen Aminosiuresequenzen 
(I) bis (VIII) Oder der in den Abb. 1 und 2 dargesteQten Aminosiuresequenzen, die eine Linge von mindestens 6 
Ajninosiuren, vorzugsweise von mindesteiK 8 Aminosiuren* besonders bevorzugt von mindestens 10 Amino- 
siuren und am meisten bevorzugt von mindestens 15 Aminosiuren aufweisen. Die minimale Linge eines 
erfrndungsgemiBen Peptids wird durch seme Fihigkeit bestimmt, ein MHC-MoIekBl zu erkennen, mit ihm 
spezifisch zu binden und mit dem entsprechendenT-Zellrezeptor zu reagieren. 

Die maximaie Linge der aus der GAD stammenden und M HC-bindenden Abschnitte in einem erfindungsge- 
mifien Peptid betrigt vorzugsweise 100 Aminosiuren, besonders bevorzugt 50 Aminosiuren und am meisten 
bevorzugt 25 Aminosiuren. 

Neben den obengenannten Peptiden kdnnen auch Peptide verwendet werden, die im wesentiichen iquivalen- 
te Sp^rifitit oder/und Affinitit der Bindung an NfHC-MolekOle wie die zuvor genannten Sequenzen zeigen und 
die vorzugsweise durch Substitution Deletion oder Insertion einzelner Ammosiurereste oder kurzer Abschnitte 
von Aminosiureresten aus den obengenannten Aminosiuresequenzen abgeleitet sind oder analog bindende 
verfiremdete Substanzen. 

Insbesondere betrifft die voriiegende Erfindung auch Peptidvarianten, cfie m ihrer Sequenz mit den oben 
genannten Aminosiuresequenzen nicht vdllig Obereinstimmen, sondem nur gleiche oder nahe verwandte "An- 
kerpositionen* aufweisen. IMe Bezeichnung "Ankerpositbn* bedeutet in diesem Zusammenhang einen fOr die 
Bmdung an ein MHC-MolekQl insbesondere an ein MHC-MolekOl der Klassen DR3> DR4 oder DQ, wescntii- 
dien Aminosiurerest Die Ankerposition fOr das DRB1040I-Bindungsmotiv sind z. B. bei Hammer et aL, CeB 74 
(1993X 197—203, angegeben. Derartige Ankerpositionen and in erfindungsgemiBen Peptiden konserviert oder 
gegebenenfolb durch Aminosiurerest mit chemisch sehr nahe verwandten Seitenketten ersetzt (z. B. Alanin 
durch Valin, Leudn durch Isoleucin und umgekehrtX Die Bestimmung der Ankerpositionen m den erfindungsge- 
miBen Peptiden kann auf einfache Weise durch Tests von Varianten der oben angegebenen spezifischen Peptide 
auf ihre Bindun^Fahigkeit an MHC-MolekOle erfolgea ErfindungsgemiBe Peptid sind dadurch gekennzeich- 
net daB sie tne im wesentUchen iquivalente Spezifitit oder/und Affinitit der Bindung an MHC*Mol kQl wie 
die zuvor genannten Peptide zeigen. Vorzugsw ise besitzen die aus diesen Peptiden abgeldteten Peptuie eine 
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Sequenzhomologie von fntndestens 30%, b^oaders bevorzugt voa mindestens 50% und am meisten bevorzugt 
mindestens 60% mit den Ausgangspeptiden oderTeilsequenzen davoa 

Beispiele fOr Varianten der speziftsch aogegebenen Peptide sind die entspredienden homologen Pepttdab- 
schnitte aus der humanen GAD 67, deren vollstandige Ammosaunesequenz ebenfalls von Bu et aU supra, 
beschriebenwurde. 5 

Der Begriff Tin wesentlichen Squivalente Spezifitat oder/und Affinitat der Bindung an MHC-MoIekQle" 
umfaflt auch eine gegenQber den Aminosauresequenzen (I) bis (VIII) oder den in den Abb. I und 2 dargestellten 
Aminosauresequenzen verbesserte Bindungsspezifitit oder/und -affinitat, die insbesondere bei verkurzten Pep- 
tiden gefunden wird, die eine Linge von vorzugsweise 8 bis 15 Aminosiuren besitzen. 

Weiterhin umfaBt die v(Hiiegende Erfindung auch P^ptid-Derivate. Dieser Begriff umfaBt Peptide, in denen lo 
eine oder mehrere Aminosturen durcb eine chemische Reakdon derivatisiert worden sind Beispiele von erfin- 
dungsgem^Ben Peptid-Derivaten sind insbesondere solche MdekOle, in denen das Backbone oder/und reakttve 
Anunosaureseitengruppen, z, R freie Aminogruppen, freie Carboxylgruppen oder/und frcie Hydroxyigruppen, 
derivatisiert worden sind Spezifische Beispiele fOr Derivate von Amlnognippen sind SulfonsSure- oder Carbon- 
saureamide, Thiourethanderivate und Anunoniumsalze, z. B. Hydrochloride. Beispiele fflr Carix>xylgruppenderi- is 
vate sind Salze, Ester und AmWc. Beispiele fOr Hydroxylgruppenderivate sind 0-AcyI- oder 0-AJkylderivate; 
Weiteritin umfaBt der Begriff Peptid-Derivat geraiB voriiegender Erfindung audi solche Peptide^ in denen eine 
oder mehrere Aminosiuren durch natflriich vorkommende oder nicht natOrlich vorkommende Aminosiureho- 
mologe der 20 "Standard* -AminosSuren ersetzt werdea Bei^iele fOr solche Homologe sind 4-Hydroxyprolia 
5-Hydroxylysin, 3-Meth^histkIin, Homoserin, Ornithine P-Alanin und 4-AnunobuttersSure. 20 

Weitere geeignete Peptid-Derivate sind Komplexe oder kovalente Verbindungen zwischen Peptiden und 
adjuvanten Komponenten, die gememsam mit dem Autoantjgen verabreicht werden. z. B. Lipidea Die Peptide 
kdnnen in diesem FaQ als lipopeptide eingesetzt werden. 

Von der vorlieg^den Erfindung werden auch Polypeptide erfaB^ in denen der MHC-bindende Peptidab- 
schnitt Bestandtefl dner groBeren Polypepddeinheit ist, wobei die Verfjindung von MHC-bindendem Peptid und 25 
dem Rest der Polypeptideinheit vorzugsweise cine Sollbruchstelle aufweH z. a erne Proteasespaltstelle. 

Die ErHndung betrifft auch peptidmimetische Substanzen, die eine im wesendichen aquivaiente Spezifitit 
oder/und Affinitat der Bindung an MHC-MolekOle wie die zuvor genannten Peptide oder Peptid-Derivate 
zeigen. Peptidmimetische Substanzen oder Peptidmimetika sind Veri>induQgen» die Peptide in ihra- Wechselwir- 
kung mit den MHOMolekQien ersetzen kdnnen und gegentiber den nativen Peptiden eine erhdhte metabolische 30 
StabOitat bessere BioverfQgbarkeit und grdBere Wnicungsdauer aufweisen kdnnen. Methoden zur Herstellung 
von Peptidmimetika sind beschricben bei Giannis und Kolter, Angew. Chem. 105 (1993), 1303—1326, Lee et aU 
Bull Chem. Soa Jpn. 66 (1993X 2006-2010 und Dorsch et aL, Kontakte (Darmstadt) (1993) (2^ 48—56. Bezilglich 
der Herstellung erfmdungsgemafier peptidmimetischer Suli^tanzen wird auf die Offenbarung dieser Literatur- 
stellenverwiesea 35 

Weiterhin als autoreaktive Substanz geeignet ist ein Komplex, der mindestens em Peptid, Peptid-Derivat oder 
Peptidmimetikum und mindestens ein MHC-MolekQl oder ein peptidbindendes Derivat eines MHC-MolekQis 
umfaBt In diesem Komplex ist em Peptid, Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum mit einer Bindungskonstante 
von vorzugsweise mmdestens 10"^ l/mol, besonders bevorzugt im Berdch von 10"*— 10"* l/mol an ein 
MHC-MolekQl oder ein peptkibmdendes Derivat cines MHO-Molekiils gebunden. Altematrv kann das Peptid 40 
Peptid-Derivat oder Peptidmimetikum auch kovalent an das MHC-MolekOi gekoppdt sein« 2. R fiber einen 
Photolinker oder als kovalente genetische Peptid-MHC-Fusion. Ein derartiges Peptid-MHC-Fusionsprotein 
enthait vorzugsweise eine HLA-DR beta-Kette und ein damit genetisch fusioniertes autoreaktives Peptid 
Besonders bevorzugt enth^t der Komplex ein MHC-Klasse II-Molekiil oder ein peptidbindendes Derivat 
davon. 45 

Die Nukleotidsequenzen der fOr MHC-Klasse II-MolekOle kodierenden Gene sind veroffentticht in Corell et 
aL (MoL Immunol 28 ( 199 1)^ 533— 543). Auf den Inhalt dieser Publikation wild hiermit Bezug genonamen. 

Der Begriff "peptibindendes Derivat eines MHC-Motekiils* umfaBt Fragmente von MHC-MoIekGleUt die 
durch proteolytisdie l^tung nativer MHC-MolekOle oder durch rekombinante DNA-Tedmiken hergestellt 
sind und ihre peptic&mdenden Eigenschaften im wesendichen belbehaiten haben, Weiteritin sind unter diesem so 
Begriff Fusionsproteine zu verstehen, die neben etnem fOr die Peptidbmdung verantwordkhen MHC-Anteil 
nocfa weitere Po^eptid-Komponenten entfaalten. 

Die Peptid-MHC-Komplexe werden vorzugsweise durch Assonienmg pq>tidfrder MHC-MolekQIe oder 
MHC-MolekQiderivate mit den erfcndung^emaBen Peptideiv Pcptid-Derivaten oder Peptidmimetika herge- 
stellt Die HersteHui^ von peptidfreien MHC-MolekQIen kann beispielsweise durch Entfahung vchi nativen 55 
MHC-MoIekOlein, urn gebundene Peptide zu dissoziieren, und Rflckfaltung der leeren MHC-Molekiile erfolgen 
(siehe Dommair und McConnell, Proa Nad Acad Sd. USA B7 (1990^ 4134-4138 und WQ91/14701) . Weitere 
Medioden zur Herstellung von Komplexen aus Peptiden und MHC-MolekQien sind in der europiischen Patent- 
anmeldung Nn 95 tOO 764.0 bescfarieben. Auf diese Offenbarung wird hiermit Bezug genoromen. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung emer Zusammensetzung» <fie erne autoreaktive Substanz, z. B. dn 60 
Protein, Polypeptide Peptid Peptid-Deriva^ Peptidmimetikum oder/und einen Peptid-MHC-Komplex als aktive 
Komponente gegebenenfaUs in Kombinatbn mit Adjuvantien oder anderen pharmazeutisch ilblichen Zusatz- 
stoffen enthalt, in emem diagnostischen Verfiahrcn, welches die intradermale Applifizierung d^ Zusammenset- 
zung umfaBt Die Zusammensetzung kann weiteriiin eine akzessorische stimullerende Komponente enthalten, 
z. B. Cytokine me IL-2 und IL-4 oder/und das Oberflachenantigea B7 (Wyss-Coray et aU Eur. J. Immunol 23 65 
(1993X 2175-2180; Freeman et aL, Sdence 262 (1993X 909-91 1^ das mit dem Oberfl3chenmolekQl CD-28 auf 
einer T-Zell binden kann. Die Anwesenheit der akzessorischen stimulierenden Kompcxiente kann di diagnosti- 
sdie Wirlcung der Zusammensetzung verbessem oder/und modifizieren. 
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Weiterfain tst es bevorzugt, daB man b«iin rfindungsg m^Bea Verfahren zusfltzliche Bestimmungen mit 
positiven oder/und negativ n Kontrollen durchfOhrt Als negative Kontrollea kann man beispieisweise ein 
nicht-reaktives Polypeptide wie etwa humanes Senimalbumin oder eine nur Zusatzstoffe; z. R den Puffer, 
enthaltende Praparation venvenden. Als positives IControU-Antigen kann man beispieisweise gereinigtes Prote- 
5 in-Derivat (PPD) aus dera Kulturtnedium, in dem Tufaerkelbakterien geztichtct werden (kommerziell erhaklich, 
z. B. von Statens Serum lostitut Kopenhagen« Danemark) oder Tetanus-Toxoid verwenden, von denen bekannt 
ist, daB sie bei vielen Personen eine starke T-Zellstimulierung hervorrufen. 

Weiterfain ist es bd bestinunten Ausftihrungsformen der Erfindung bevorzugt, wcnn man die autoreaktiven 
Substanzen gemeinsam mit einem Adjuvans appltziert BeispieCe fur geeignete Adjuvantien sind Aiuminiumhy- 
10 droxid, tnkomplettes Freund'sches Adjuvans, Aluminiumphosphat und zur Koppiung von Peptiden geeignete 
Lipide (LipopeptideX 

Die AppUkation der autoreaktiven Substanzen kann nach an sich bekannten Verfahren erfolgen, wobei eine 
z. B. normale Injektionsspritze z. B. mtt einer Nadel der GrdBe 26G verwendet wird. Die die autoreaktive 
Substanz enthaltende Zusammensetzung wird vorzugsweise in einem Volumen von 20 ]il bis 500 ]d vorzugswei- 
15 se 50 ^1 bis 200 |il an emem geeigneten Ort des Korpers intracutan appliziert, der am besten fOr das den Zeilen 
des Immunsystems prasentierte Autoantigen geeignet ist Zur Diagnose von IDDM kann die Applikation 
beispieisweise in den LfntetBnnfVbrderseite) erfolgen. 

Die Konzentration des Autoantigens in der Zusammensetzung kann in Abhangigkeit von den jeweiis verwen- 
deten Autoantigenen in breiten Bereichen variieren. Vorzugsweise werden (Conzentratbnen von 1 bis 
20 100 (ig/ml insbesondere von 5 bis 20 (ig/mi verwendet 

Weiterfain ist es mdglich, daB man die Applikation in einer Vorrichtung durcbfuhrt, die mindestens eine 
Kammer zur Aufnahme einer Pi^aratfon mit autoreaktiven Substanzen, eine Kammer zur Aufhahme einer 
Praparation ftir die positive Kontrolle und eine Kammer zur Aufnahme einer Preparation fOr die negative 
KontroUe umfafit ^ne derartige Vorrichtung kann beispieisweise 2 bis 10 Kammera zur Aufnahme von 

25 Priparationen mit autoreaktiven Substanzen enthalten. Mit dieser Vorrichtung kdnnen mehrere autoreaktive 
Substanzen auf einfacfae Weise Sultan getestet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist die Bestunmung einer spezifiscfaen T-Zell-Subpopu- 
lation, wobei man eine T-Zellen enthaltende Probe; die vorzugsweise aus enter Gewebeprobe aus dem Bereich 
des Applikationsorts stammt, mit einer autoreaktiven Substanz in Kontakt bringt und die Reaktion von T*ZelIen 

30 mit der Substanz bestinunt Eine speziftsche Reaktion von T-ZeUen mit dem Autoantigen kann z. E durch eine 
erhdhte T-ZeOproliferation nachgewiesen werden, die sk:h durch den Einbau von Radioaktivitat messen laBt 
Andererseits kann die Reaktk>n von T-ZeUen auch du-ekt durch Verwendung eines markierten Autoantigens, 
z. Bw in Komplexform mit einem loslicfaen MHC-MoIekOl, bestimmt werden. Bei dieser Ausfufarungsform wird 
die autoreaktive Substanz vorzugsweise mtt einer daran gekoppelten Fhioreszenzmarkierungsgruppe venven- 

35 det Die Auswertung kann beispieisweise durcfa FACS-Analyse erfolgen, wobei die T-ZeUen mit einem ersten 
Fluoreszenzmarker, der an einen T-Zell-spezifischen Antikorper gekoppelt bt. und dann nut dem Autoantigen, 
das mit dnem zweiten Fluoreszenzmarker gekoppelt ist, in KonUikt gebracht werden und das Vorhandensein 
V n doppebnaiiderten Zeilen durch fluorographische Analyse bestimmt wird Auf diese Weise wird eine T-ZeB- 
Subpopuktion bestimmt die durch thre Reaktivitit mit einem Autoantigen diarakterisiert ist Das Verfahren 

40 kann gegebenenf alls auch eine Selektion auf praaktivierte T-ZeUen, z. B. eine selektive Anreicherung von 
IL-2-Rezeptor-po5itivenT*Zellen durch Inkubation mit ILr2 oder/und durch Inkubation mit ILr2-Rezeptor-An- 
tikdrper und anschJieBende Separation der Antikdrper-bindenden Zeilen beispieisweise mit inununmagneti- 
schen Methoden umtesen, Andererseits kann die Selektion auf prdaktivierte Zeilen erst nach dem Kontakt der 
T-ZeUen mit dem Autoantigen erfolgen. 

45 In einer Ab wandlung dieses Verfahrens kann auch das Veriiiltnis von pr^tivierten autoreaktiven T-Zellen, 
d h. T-ZeUen mit dem lL-2-Rezeptor als OberfJchenmarker, zu nicfat-aktivierten autoreaktiven T-ZeUen, 4 L 
T-Zellen ohne den ILr2-Rezeptor, bestimmt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist die Isolienmg von T-Zellsubpopulationen, die mit 
einem Autoantigen reagieren. Bei einem sok^en Verfahren bringt man eine T-Zellen enthaltende Gewebeprobe, 

50 die aus dem Bereich des Applikationsorts stammt, mit einem Autoantigen in Kontakt, identifiziert die mit 
Autoantigen reagierenden T-ZeUen und trennt sie gegebenenfalls von anderen T-Zellen ab. Auch hier kann vor 
oder/und nach dem Kontakt der T-Zellen mit dem Autoantigen unt Selektion auf priaktivierte T-ZeUen, d h. 
T-ZeUen mit dem [L-2-Rezeptort erf olgea Bet einem solchen Verfahren kann man das Autoantigen, z. & in Form 
eines Komplexes mit duiem MHC-MoldcQl in hnmobilisierter Form auf emem T^er verwenden, wodurch die 

55 Abtrennung der positiv reagierenden T-ZeD-Population von anderen T-Zellen vereinfacht wird Aus den auf 
diese Weise isolierten T-ZeO-Subpopulationen kdnnen durdi Restimulation T-ZeUinien angelegt werden. Diese 
autoreaktive T-ZeUinien kdnnen daim zur Immunisierung von Patienten verwendet werden. 

Bei den diagnostiscfaen Verfahren zur IdentifizieruQg von spezifiscfaen T-ZeUsubpopulationen kann ansteUe 
der Autoantigene auch ein anti-idiotypischer Antikdrper verwendet werden, der die Wirkung des MHC-Peptid- 

60 KoEnpIexes nadiahmt I^rartige Antikdrper kdnnen ohne weiteres erhalten werden, indem eine gegen ein 
bestimmtes Antigen spezifische T*ZelIsubp pulation als Immunogen zur Erzeugimg eines Antikdrpers (z. B. In 
emer Maus) verwendet wird oder indem zuerst ein erster Antikdrper gegen das Autoantigen und dann ein 
anti-kiiotypischer Antikdrper gegen den ersten Antikdrper erzeugt wird. 
Zur Identifizierung von spezifiscfaen T-Zellsubpopulatienen kann ansteUe der Isoli rung der T-ZeUen auch die 

55 Identifizierung der Produkte dieser in vivo aktivierten T-Zellen erfolgen. Dies kann durch Entnafame einer 
Gewebeprobe (z. R Fdnnadelaspirat) und Bestimmtmg der darin enthaltenden Cytokine erfolgen. Altemativ 
kann die Cytokui-Bestimmung auch in situ erfolgen durch iingeres Auflegen eines Pflasters, In dan Antikdrper 
gegen verschiedene Cytokine immobilisiert sind Der Nacfaw is der Cytokin erfolgt nacfa gingigen Verfafaren 



6 



DE 195 26 561 Al 

cines Festphasen-Immunoassays unter Verwendung von EnzymsubsUuten, <fic ein unldsliches farbiges Produkt 
Iiefem,weichesentwed rohneweitereHilfeoderunt^ Verwendung einesScann rs abgelesen warden kann. 

SchlieBGch betrifft die Erfindung ein Reageozienkit zur in vivo Diagnose von zellullr vermlttelten Ericranktm- 
gen Oder einer Pradisposttion dafOr, umfassend: 

(a) mindcstens eine autoreaktive Substanz in Form einer pharmazeutiscfa vertrdgtidien Zusammensetzung, 

(b) gegebenenfalls mindestens eine KontroHsubstanz in Fonn einer phannazeutisch vertraglicfaen Zusam- 
mensetzung, 

(c) Mittel zur intradermalen Applikation der autoreaktiven Substanz und der KontroUsubstanz und 

(d) gegebenenfalls Mittel zur diagnostischen Auswertung des Testresultats. 

Die Zusammensetztingen fOr die autoreaktive Substanz und die KontroHsubstanz enthalten vorzugsweise 
Adjuvantien und gegebenenfalls andere ublidie phannazeutische Trdger-, VerdOnnungs- und Zusatzstof fe. 

Weiter soli die Erfindung durdi die folgenden fietspiele in Verbindung mit den Abb. 1 und 2 erllutert werden. 

Abb* 1 zeigt autoreaktive Aminosiuresequenzen aus huraaner GAD 65 kd und 
Abb. 2 zeigt weitere autoreakdve Aminosduresequenzen aus humaner GAD 65 kd 

Beispiel 1 

(Vefgietcfasbeispiel) 

In vitro Untersuchung 

Das periphere vendse Blut von acht» erst seit kurzera erkrankten IDDM-Patienten und zwdlf gesunden 
Personen wurde gesammelt Die peripheren Blutiymphozyten wurden durch FicoU-Hypaque-Dichtegmdienten- 
zentrifugadon isoiiert und f iir eine in vitro Stimulation verwendet mit: 

a) rekombinanter humaner GAD 65 kd als Testantigen; 

b) gereinigtem Protein-Derivat (PPD) als positivem KontroU-Antlgen; 

c) humanm Serum Albumin (HSA) als negativem Kontroll-Antigea 

1x10^ periphere Blutiymphozyten (PBL) wurden in emem Napf einer 96 Napf-Rundbodenplatte filr 5 Tage 
bd 37<'C und 5% CO2 in 100 [d eines Kulturmediums (RPMI 1640 Medium, 5% Humanserum, 2 mmd/1 Ghita- 
min, 10 U/ml Penicillin^ tO (i^ml Streptomycin und 50 nmol/1 2-MercaptoethanoO in Gegenwart der obenge- 
nannten Antigene oder in Medium alleine inkubiert 

Nadi 5 Tagen wurden 20 |il RPMI 1640 Medium mit 0^ 3H Thymidin pro Napf zugesetzt Die Znkubation 
wurde fOr 16 Stunden fortgefOhrt und dann die Zellen al^eemtet Der Embau von HQnmidin wuide durch 
FHissigszintillationszUhlung gemessen. Die Ergebnlsse sind als Stimulationstndex (SI, d. h. cpm in Gegenwart des 
Antigens dividiert durch cpm in Abwesenheit des Antigens, d. h. (Medhim alleine) angegeben. 

Die Proliferadonsreaktionen von Lymphozyten aus IDDM-Patienten und KontroUpersonen gegenOber den 
einzelnen Antigenen sind in Tid)elle 1 bzw. 2 zusammengefaBt 

Tabelle 1 
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IDDM- 
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PPD 

lO^g/nil 
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lOfig/ral 
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17.9 
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23 
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10.6 
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0.5 
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11.9 
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2.2 
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7.2 


1.0 
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8.3 


0.8 
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S.r.=cpin PBL stimuliert/ 
cpm PBL nicht stinrul 


.ieirt 


9*68X111(16 

Personen 


BaslswcxH 

CptQ 


PPD 

1 rt If CT /ml 


rhGAD €5 


HSA 

lO^g/ml 


1 


1108 






0.7 


2 


1035 


A « JL 




0.5 


3 


390 




Ami 


1.1 


4 


578 


O • ^ 


U - i7 


1.2 


5 


243 


1*3 




1.9 


6 


375 






2.6 


7 


648 


12.5 


4.2 


0.8 


8 


730 


20.6 


4.2 


0.5 


9 


542 


0.8 


0.9 


2.0 


10 


915 


0.5 


2.8 


2.8 


11 


567 


90.6 


3-5 


2.3 


12 


1247 


12.5 


1.0 


0.6 



Eine statistische Analyse der Untersuchung ergab, daO ProUf eratioa von PBL aus vor kurzem diagnostizierten 
IDDM-Patienten mit rhGAD 65 kd bei einem SI von mehr als 4»7 (Mittelwert der KontroUpersonen + 2 SD) als 
podtiv angesehen werden konnte. 

EIne in vitro T-Zellreaktion gegen rfaGAD 65 kd wurde somit bd 50% der IDDM*Patienten beobachtet 
(Pattenten 2, 3» 7 luid 8X Bei den Patienten 1 , 2, 4 und 8 konnten Antikdrper gegen GAD festgestellt werden, aber 
nicht bei den Patienten 3 und 5. Die Patienten 6 und 7 wurden nicht auf Antikdrper gegen GAD getestet Die 
KontroUpersonen zelgen keine Reaktion gegen GAD 65 kd 

Die Reaktion der Diabetiker und der KontroUpersonen gegenaber den KontroUen HSA und PPD zeigte 
keinerlei stattstisch stgrnfikanten Unterschied. 

BeispieI2 
In vivo Untersuchung 

Den acht IDDM-Patienten aus Beispiel 1 wurden in den rcchten Vorderarm 100 ^ rhGAD 65 kd mit einer 
Konzentration von 10 M^ml intradermai injiziert 

Das Antigen war m physiologischer Salzldsung pH 7^ und 1% HSA verdOnnt Ein gleiches Volumen (100 |U) 
HSA mit einer Konzentration von 10 iig/ml wurde in den rechten Oberarm als negative KontroUe injiziert 

PPD wurde als positives KontroU-Antigen bd 5 der 12 IDDM-Patienten verwendet HSA wurde bei alien 
P&tienten aJs negative KontroDe verwendet 

FQr die m vivo Diagnose wurde (fie AusbSdung etnes Knotens (spezifische Zunahme der Dermadicke) am 
Applikationsort als positive Reaktion angeseh^ Ue Diagnose erfolgte 48 h nach der Applikatioa Die Ei^eb- 
nisse wurden durch Ultraschalhnessungen im Berek^h des Applikationsorts bestdtigt und quantifiziert Es wur- 
den keine Nebenreaktionen beobachtet 

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in TabeOe 3 dargesteUt 
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TabeUeS 



IDDM-Pa- 


PPD 

1 0/1 /ml 


rhGAD 65 

XU ft^/ tUJ, 


HSA 

1 n iitx /tc\\ 


Zeitpunkt 
tung 


1 


+ 


++ 


- 


48h 


2 


- 




- 


48h 


3 


- 


+ 


- 


48h 


4 








48h 


5 








4dh 


€ 








48h 


7 




+++ 




48h 


8 


+ 


+ 




48h. 



FQof der acht getesteten IDDM-Padenten zeigen eine positive Reaktion gegea liiGAD 65. 

PatentansprQche 



25 



1. Verwendung von autoreakdven Substanzen zur Herstellung etnes Mittels fur die Diagnose von zeliullr 
vennittdten Erkrankungen oder einer Pr§disposttion fOr zellular vermittelte Erkrankungen, wobei man das 
Mittel intradertnal appliziert und die Diagnose auf Basis des Auftretens oder Fehlens einer positiven 30 
Reaktion am AppUkatbnsort steQt 

2. Verwendung nach Anspruch 1 fOr die Diagnose von Autoimmunerkrankuogen oder einer Pradisposition 
f0r Autoimmunerkrankungen, 

3. Verwendung nadi Ansprudi 1 fOr die Diagnose von Tlimorerkrankungen oder einer Pr§dispositk>n fiir 
Tumorerkrankungen. 35 

4. Verwendung nach Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzdchnet; dafi man als autoreaktive Substanzen 
Nukleinsiuren, Lipide, Saodiaride, Proteine^ Polypeptide sowie Komplexe, immunogene Epitope, Fragmen- 
ted Anak>ga» Kfimetika oder Derivate davon sowie Misdhuogen davon gegebenenMs in ti^gergebundener 
F(Kinverwendet 

5L Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzdchnet, daB man als autoreaktive Substanzen Peptide, 40 
Peptid-Derivate oder Peptidmnnetika gegebenenf alls in Form von Komplexen mit MHC-MolekQlen oder 
peptidbindenden Derivaten davon verwendet 

6l Verwendung nach einem der Ansprilche 1 bis 5, fur die Diagnose von Diabetes mellitus; Multiple Sklerose, 
rheumatoide Arthritis, Basedow-Krankhdt; anl^osierende Spondylitis; akute antenore Uveitis. Goodpa- 
sture-Syndrom, Myasthenia gravis, systemischer Lupus erytfaematodes, Pemphigis vulgaris, Immun-lhy- 45 
reoiditis, Sklerodermie, Morbus Qohn, Sjdgren-^yndrom, Morbus Reiter, Inflammatory Ek>wel Disease 
Oder Graves Disease. 

7. Verwendung nach Anspruch 6 fOr die Diagnose von Diabetes T^p I (IDDM)l 

& Verwendung nach Anspruch 7, dadurdi gekennzekrhnet, daB man ais autoreaktive Substanzen Glutamin- 
sSure-Decarboxylase (GAD) oder Teile davon verwendet so 
9l Verwendung nach Anspruch 7 oder 8; dadurch gekennzeichnet, daB man als autfM'eaktive Substanz 
humane GAD 65 kd verw^et 

la Verwendung nadi Anspruch 7, dadurch gekennzek^et, dafi man als aut<Hieakdve Substanz ein oder 
mehrere Peptide atis GAD oder davon abgeldtete Peptid-Derivate oder Peptidmimetika gegebenenfalts in 
Form von Komplexen mh MHC-MolekOlen oder pepttdbmdenden Derivaten davon verwendet 55 
11. Verwendung nadi Ansprudi 1% dadurdi gekennzeidmet^ daB man Peptide oder Peptid-Derivate ver- 
wendet umfassend: 

(a) die Aminosiuresequenz (I) 
D-V-N-Y-A-F-L-H-A-T-D-L-L-P-A-C-D^E-R, 

(b) <fie Aminosiuresequenz (II) 60 
S-N-M-Y-A-M-M-I-A-R-F-KM-F-P-ErV-K-E-K, 

(c) die AminosSuresequenz (11!) 
N-W-E-L-A-D-Q-P-Q-N-L-E-E-I-L-M-H-C-Q-T, 

(d) die Ammosduresequenz (IV) 

T.L-K.Y-A.I-K-T<1-H-P-R-Y-F-N-Q.L.S-T-G, 65 

(e) die Ammosauresequenz (V) 
P-R-Y-F-N-Q-L-S-T-G-L-D-M-V-G-L-A-A-D-W, 

(f) die Aminosauresequenz (VI) 
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T-Y-EI-A-P-V-F-V-L-L-E-Y-V-T-L'K-K.M-R, 

(g) die AminosSuresequenz (VII) 

G-M-A-A-L-P.R-L-I-A-F-T-S-E-H-S-H-F-S-L-K-KG-A-A, 

(h) die Aminosiuresequenz (VIII) 
E-R-G-IC-M-I-P-S-D-L-E-R-R-M^E^A-K^J-K, 

(i) cine der in Abb, 1 oder 2 dargestellten Aminosauresequenzen, 

(j) Teilber iche der in (a) bis (i) dargestellten AminosSuresequenzen roit einer Ung von mindestens 6 
Aminosluren oder/und 

(k) Aminosauresequenzen, die eine im wesentlichen aquivalente Speziatitat oder/und AffinitSt der 
Bindung an MHC-Molekule wie die in (a) bis 0) dargestellten Aminosauresequenzen zeigen. 

IZ Verwendung nach einem der AnsprQche 5, 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, da8 die Peptide oder 

Peptid-Derivate eine Lange von mindestens 8 AminosSuren aufweisen. 

13. Verwendung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi die Peptide oder Peptid-Dertvate eine 
Linge von mindestens 10 Aminosauren aufwetsen. 

14. Verwendung nach einem der AnsprQche 5, 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Peptide oder 
Peptid-Derivate eine LUnge von bis zu 25 Aminosauren aufweisen. 

15. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB die positive 
Reaktion zu einem Zeitpunkt von mindestens 24 h nach der Applikatton bestimmt wird. 

16. Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die positive Reaktion in einem Zeitraum 
von 24 h bis 1 Woche nach der Applikation bestimmt wird. 

17. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzefehnet, daB eine positive 
Reaktion durch das Auftreten eines Knotens am Applikationsort bestimmt wird. 

18. Verwendung nach Anspruch 1€^ dadurch gekennzeidmet, daB man die positive Reaktion durch visuelle 
Beobaditung des Applikationsorts oder/und Abtasten der betreff enden Hautregion bestimmt 

19. Verwendung nach Anspruch 16^ dadurch gekennzeichnet, daB man die positive Reaktion quantitativ, 
vorzugsweise durch Ultraschall oder durch fotografische Methoden bestinunt 

20. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzekrhnet, daB eine positive 
Reaktion durdi Nadiweis von Substanzen bestimmt wbrd, die durdi inRltrierende Zeilen am Applikations- 
ort freigesetzt werden. 

21. Verwendung nach Anspruch 20^ dadurch gekennzekhnet, daB man Cytokine bestimmt 

22. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB man zusitzliche 
Bestunmungen mit positiven oder/ und negativen Kontrollen durchfuhrt 

23. Verwendung nach einem der vorhergdienden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, daB man die autore- 
aktiven Substanzen gemeinsam mit einem Adjuvans appiiziert 

24. Verwendung nach einem der vorhergehenden AnsprQche; dadurch gekennzeichnet daB man die Appli- 
kation in einer Vorrichtung durchfuhrt, die mindestens eine Kammer zur Aufhahme einer Preparation mit 
autoreaktiven Substanzen, eine Kammer zur Aufnahme einer E^paration fOr die positive KontroDe und 
eine Kammer zur Aufnahme einer Praparation fur die negative KontroUe umf aBt 

25. Verwendung nach dnem der vorhergehenden AnsprQche, weiterhin umfassend cQe Bestimmung oder 
Isolierung einer spezi^schen autoreakdven T-Zellsubpopulation, wobei man eine Gewebeprobe aus dem 
Bereidi des Applikadonsorts mtt einer autoreaktiven Substanz in Kontakt bringt, die mit der autoreakdven 
Substanz reagierenden T-Zellen identifiziert und gegebenenf alls von anderen T-Zetten abtrennt 

26. Verf ahren zur in vivo Diagnostik von zellular vermittelten Erkrankungen oder einer Pridisporition fur 
zellular vermittelte Erkrankungen, wobei man eine autoreaktive Substanz intradermal s^pllziert und die 
Diagnose auf Basis des Auftretens oder Fehlens einer positiven Reakdon am Applikationsort erstellt 

27> Reagenzienkit zar in vivo Diagnose von zellular vennittelten GHcrankungen oder einer Pridisposidon. 
dafOr, umfassend: 

(a) nundestens eine autoreakdve Substanz in Form einer pharmazeutisch vertraglidien Zusammenset- 
zun^ 

(b) gegebenenfalls mindestens eine KontroHsubstanz in Form einer pharmazeutisch vertrdglichen 
Zusammensetzung, 

ic) Mittel zur intradermalen Applikation der autoreakdven Substanz und der KontroHsubstanz und 
(Q gegebenenfalls Mittel zur diagnostischen Auswertung des Testresultats. 
2& Reagenzienkit nadi Anspruch 27, dadurdi gekennzeichnet, daB die Zusammensetztmgen fOr die autore- 
aktive Substanz und die KontroHsubstanz Adjuvantien enthalten* 
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Abb. 1 



l-L-l-K-C-D-E-R-G-K-M-l-P-S 
L-G-l-G-T-D-S-V-l-L-l-K-C-D 
L-A-F-L-Q-D-V-M-N-l-L-L- Q-Y 
Y-D-L- S-Y- D-T- G- D-K- A- L- Q-C 
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Abb. 2 

V-S-Y-Q-P-L-G-D-K-V-N-F-F-R 
L-A-A-D-W-L-T-5-T-A-N-T-N-M 
L-L-Y-G-D-A-E-K-P-A-E-S-G-G 
V-N-Y-A-F-L-H-A-T-D-L-L-P-A 
L-L-Q-Y-V-V- K-S-F- D-R-S-T- K 
F-T-Y- E-l-A-P-V- F-V-L- L- E-Y 
L-E-Y-V-T-L-K-K-M-R-E-l-I-G 
N-M-Y-A-M-M-l-A-R-F-K-M-F-P 
K-l-W-M-H-V-D-A-A-W-G-G-G-L 
W- G-G-G -L- L-M-S -R -K-H-K- W- K 
E-G-Y-E'M-V-F-D'G-K-P-Q-H-T 
R-Y- F-N-Q-L- S -T-G- L- D- M-V-G 
W-L-T-S-T-A-N -T-N-M-F-T-Y-E 
T-A-N-T-N-M-F-T-Y-E-l-A-P-V 
L- V-S-A-T-A-G-T -T-V-Y- G-A-F 
Y-l-P-P-S-L-R-T-L-E-D-N-E-E 
V-l-S-N-P-A-A-T-H-Q-D-l-D-F 



802064/281 



